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骨肉腫 の 浸潤， 転移 に 関す る メ カ ニ ズ ム を明 らか に す る た め に は， 骨肉腫細胞 か ら分泌 さ れ る細胞
間マ トリ ッ ク ス 分 解酵素を研究す る こ と が 重 要で ある ． 本研究で は， ヒ ト骨肉腫 培養細胞 くOste ogenic
Sarc o m aTaka se， O S T株lの 転移能と， こ れ に 由来す る蛋白分解酵素の 性質に つ い て検討 した． OS T細
胞をヌ ー ド マ ウ ス 腹腔内に 移植す る と， 異所性の 骨誘導と リ ン パ 節転移お よ び肺動脈校内の 膿 瘍塞栓が観
察され た． O S T細胞 は培養液中に ゼ ラ チ ン と工V 型コ ラ
ー ゲ ン を分解す る 分子 量 75，000の 蛋 白分解酵素 を
分泌す る こ と が サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル に よ っ て 示 され た． こ の 酵素活性 は ethyle ndiamin etetr a a cetic a cid
に より 阻害さ れ たが ， phe nylm etha n sulfo nyl flu oride， N－ ethylm aleimide お よび pepstatin A で は阻害
さ れず， 金 属依存性蛋白分解酵素に 属す る こ と が明 ら か とな っ た ． しか し， 本酵素活性は
14じ コ ラ ー ゲ ン，
1 4C－ゼ ラ チ ン ， 仁3Hコー か レ ポ キ シ メ チ ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を基 質と した ア ッ セ イ で は認 めら れ ず， ま た
tis su einhibito r of m etalloprotein a se sを除去 した後で も検出され なか っ た ． こ の デ ー タ は， 本酵素が潜
在型酵素と し て 分 泌さ れ て い る 可能性 を示唆 し て い る ． トリ プ シ ン ， キモ ーl リ プ シ ン ， プ ラ ス ミ ン な どの
各セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， p． a min ophe nylm er c u ric a c etate， 尿 素， チ オ シ ア ン 化ナ トリ ウ ム お よ び ヨ ウ 化
カ リ ウ ム 処理 で は本酵素 は活性化さ れ な か っ た が， S Odiu m dodecyl sulfate くS D Sl 処理 に よ っ て ま れ に
活性化され た． SDS に よ る活性化 に 伴 い ， 分 子 量 75，000の 酵素活性 だ け で な く分 子 量 45，000の ゼ ラ チ ン
及 び工V 型コ ラ ー ゲ ン 分解活性がサ ブ ス ト レ ー トゲ ル 上観察さ れ た． ヌ ー ド マ ウ ス 腹壁 に 浸潤し た O S T細
胞腫瘍結節の ホ モ ジ ネ ー トや， 腹水中で 増殖 した O S T
l
細胞の 培 義液中に は分子 量94 ，000 と 75，000の ゼ
ラ チ ン 及 び押 型 コ ラ ー ゲ ン 分解酵素活性 が検出さ れ た． これ ら は い ず れ も金属依存性蛋白分解酵素で あり，
後者は O S T細胞培養液中の そdLと 同1d． で あ る と考え ら れた． 以 上 の 結果 よ り， O S T細胞 は骨肉腫細胞 と
して の 性質 を有す る こ と が 明 ら か とな り ， 本膿 瘍細胞に 由来す るtV 型コ ラ ー ゲ ン とゼ ラ チ ン を分 解する金
属依存性蛋白分解酵素が骨肉腫細胞の 局所浸潤や転移形成に 重 要な役割 を果 た す と推定され た．
Key w ords oste oge nic sarc o m a c ell， m etaSta Sis， m etalloproteinas e， ty peIV
C Ollagendegr adatio n
悪性腫瘍 を最 も特徴 づ ける性質 は， 腫癌細胞が 周囲
組織や脈管 へ 浸潤性に 発 育す る こ と で あ り， その 結果
として 他臓器 へ の 直接 浸潤や播種 なら び に 転移巣の 形
成をきた す こ と はよ く 知られ た事実で あ る． こ の よう
な浸潤性発育 に は， 周 囲組織や脈管に 存在す る細胞間
マ トリ ッ ク ス 構成成分の 分解， 破壊が 必 須 で あ る． 実
際， 腫瘍細胞 は細胞間 マ トリ ッ ク ス 構成成分を分 解す
る種 々 の 酵素括性 を有す る こ と が報告され て い る． そ
れ ら に は， 工 ハ1 II型 コ ラ ー ゲ ン を分解する コ ラ ゲナ ー
ゼい 叫 を は じ め工Y 型コ ラ ー ゲ ン 分 解酵素5ト 91， V 型コ
ラ ー ゲ ン 分解酵素1 01， フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン 分解酵素1り， プ
ロ テオ ブリ カ ン分解酵素1 21， エ ラ ス テ ン 分解酵素彗 ヘ
パ リ ン分解酵素 川 な どが知ら れ て い る ． また ， こ れ ら の
酵素活性の 上昇 と癌細胞の 転移 との 間に 強い 相関が あ
Abbr e viations二 N H2 －ph－ Hg－ Ac， p－ amin ophe nylm ercu ric ac etateニE3Hj Cm － Tf， C a rbo xy－
m ethylated tr an sferrinニ E D T A， ethylendiamin etetraac etic acidニ H－ E， hem ato xylin－ eO Sin三
M MP－3， m atrix m etallopr otein a se－3三 N－E M， N －ethylm aleimidei O S T， Osteoge nic Sa rc o m a
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る と報告され て い る3ほ11 4伽 1． し か し， こ れ ら の研 究は ほ
と ん どが 上皮性悪性腫瘍 で あ る癌腰 や ， 悪 性異 色腰 ，
線推 肉腫お よ び リ ン パ 腫由来 の 細胞 を用 い て 行わ れ て
お り， 骨肉腫細胞に つ い て は これ ま で ほ と ん ど報告が
な く ， 骨肉腫 の浸潤や転移機構 に つ い て は全く 解明さ
れ て い な い
．
本研究 では ， 金沢大学医学部整形外科学教室 で 樹立
化 した と 卜骨肉腫由来 Oste oge nic Sar c o m aTaka se
くO S Tう株 を用 い て， 本腰癌細胞 が転移能を有す る骨肉
腫細胞 で ある こ と をヌ ー ド マ ウ ス を用 い て証明 し， そ
の 転移に 関与す る可能性 をも つ工V 型コ ラ ー ゲ ン とゼ ラ
チ ン を分解す る酵素活性 に つ い て 検討 した．
材料お よ び方 法
工 ． ヒ ト骨肉腫培養細胞 くO S T株うの 培養 と培養液
の 調整
O S T細胞 は， 15歳女子 の 大腿 骨に 発生 した 骨肉腫
よ り分離， 樹立化さ れ た細胞株 で， 金沢大学整形外科
学教室 で 1964年以 来今 日 ま で継代培養が続 け ら れ て
い る2 り． OS T細胞は 15％牛胎児血清 くGI B C O Lab．，
U．S．A ．1 を含む R P M I－1640培養液中で 継代培養 した ．
O S T細胞が コ ン フ ル エ ン ト に 達 す る直前 に ハ ン ク ス
液に て 3 回洗浄 し，0．2％水酸化 ラ ク ト ア ル ブ ミ ン を含
む R P M 工．1640培養液 く無血清培養液ユ に て 4 日 間培
養し O S T細胞調整培地 と し た． こ の 調 整培地 を硫安
沈殿法 く25ノ ー60％飽和度うに よ り約 25倍濃縮 し て実験
に 使用 し た．
工工 ． O S T細胞の ヌ ー ド マ ウス 腹腔 内 へ の 移植
継代培養さ れ た O S T細胞浮遊液 く1 x lO7 個ノmり
を4適齢 の 雄 B A L BIc ヌ ー ド マ ウ ス くn uノn ul 腹腔内
に 1匹 あ た り 1 mlを注入 した． 移植 4過後 に マ ウ ス を
屠殺し， 腹水と腫瘍結節 を採取 した． 腹水 を細胞診 で
観察する と とも に 腹水中に 浮遊 して い る細胞を牛胎児
血清を含む R P M l－1640培養液中で培養 し た． 細胞が
コ ン フ ル エ ン トに 達 した時点で トリ プ シ ン に よ り剥離
し い v 3代ま で継代 した． 継代第 1 へ － 3代の 各細胞 を
無血清培地 で 4日間培養後 その 培養液を採取 し実験 に
用 い た ． さ ら に ， 腹壁に 形成さ れ た腫瘍結節を旗衝液
く50m M Tris－ HCl， pH 7A10．15 M NaCl110m M
CaC12 0．02％ NaN，lで 十分洗浄後， 0．05％ Brij35 を
含む同緩衝液 と混和 しテ フ ロ ン 製ホ モ ジ ナイ ザ ー で ホ
モ ジ ネ ー トを作製した ． ホ モ ジネ ー ト上 清よ り硫安沈
殿法 く25へ 60％飽和度う に よ り蛋 白を得， 同緩衝液 に
透析 した ． ま た， 腫 瘍結節の 一 部と ヌ ー ド マ ウ ス の全
臓器 をホ ル マ リ ン で 固定後 パ ラ フ ィ ン 包埋 し， 廿E染
色標本 で観察 し た．
王Il． 酵素活 性の 測 定
O S T細胞調整培地 に つ き ト ラ ン ス フ ェ リ ン分 解括
性， ゼ ラテ ナ ー ゼお よ び コ ラゲ ナ ー ゼ活性 を測定した．
ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性 は O kada ら の 方法22服 従
い 仁3Hコ標識 カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン
くc arbo xym ethylatedtr a n sfe rrin ，仁3HコCm －Tfl を基
質と して， 37
0
Cで 反応後， 3．3％ト リ ク ロ ロ 酢酸に 可溶
性の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解産 物 の 放射活性 を測定し
た
．
ゼ ラ テ ナ ー ゼ と コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 は そ れ ぞ れ
Ca w sto nら23Iと Ha r ris ら2 4Iの 方 法 に 従 っ て 測 定 し
た
．
モ ル モ ッ ト皮膚 よ り 工 型 コ ラ ー ゲ ン を 精製し，
G is slo w ら の 方 法 2 5Iに よ り 1 4C一無 水 酢 酸
くA m e rsha mj で標識 し放射性 コ ラ ー ゲ ン を作 製し
た
．
1 4C－ゼ ラ チ ン は I 4C－ コ ラ ー ゲ ン を 600C， 30分間熱
処理 す る こ と に よ り作製 した．
IV ． O S T細胞由来酵素の 活 性化
1 ． p－ a min ophe nylm e rc u ric ac etate くN H2 －P h－
Hg－Acう に よ る活性化
O S T細胞調整培地 を 1 m M N H2 －Ph－ Hg－Ac と とも
に 37
0
C，30分 へ 2時間イ ン キ ュ ベ ー ト後 トラ ン ス フ ェ
リ ン 分 解活性 ， ゼ ラ チナ ー ゼお よ び コ ラ ゲナ ー ゼ活性
を測定 した．
2 ． セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に よ る活性化
O S T細胞調整培地 を0．1へ 100JLglmi の ト リ プ シ
ン と 22
0
Cで 5分 へ 12時間反 応後， 5倍量 の トリプ シ ン
イ ン ヒ ビ タ ー で反 応 を止 め， トラ ン ス フ ェ リ ン 分解活
性， ゼ ラ チ ナ ー ゼお よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性を測定した．
ま た， 同様 の 方法 で キ モ ト リ プ シ ン く0．1 へ 100鵬ノ
mlう， プ ラ ス ミ ン く0．1へ 50ノ上gノmり， お よ び膵 エ ラ ス
タ ー ゼ く1 旬 100月gノmり の 各セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ
に よ る活性化 を検討 し た． キ モ ト リ プ シ ン で は220C
で ， プ ラ ス ミ ン と膵 エ ラ ス タ ー ゼ で は 37
0
Cで それ ぞれ
反応後， diis opr ophyl flu o ropho sphate く3 m Mlmlj
に て反 応 を止 め ， 各活性 を測定 した ．
3 ． s odiu mdode cyls ulfate くS D Sl， 尿 素お よ びカ
オ トロ ピ ッ ク イ オ ン に よ る活性化
O S T細胞調整培地を 0． 1％ S DSの 存在ドで 22
0
C，
1 ル 24時間反応 した 後に ，0．1％ Trito nX を含む緩衝
液 く50m M Tris－HCl， pH 7AIO．15 M NaCl110m M
CaCl210．02％ NaN31に 透析 して S D S を除去した．
Takaseニ peP． A， pePStatin A 三 P M S F， phenylm etha n sulfo nyl fluo rideニ R P M I－1640， Rosw ell
Park Mem orial Institute M edia－1640三S D S， S Odium dode cylsulfateニ T IM P， tiss ueinhibitor
Of m etallopr otein ase s．
ヒ ト骨 肉腫 培養細胞 くO S T株ラ 由来蛋白分解酵素
た， 同様に 同培地 を8 M尿素， 3 M チ オシ ア ン化 ナ トリ
ウ ム， 5M ヨ ウ化 カ リ ウ ム の 存在下 で 22
0
C， 4 時間反
応後， 0 ．05 ％Brij35を含む同緩衝液に 透析 した． こ れ
ら の 試料に つ き ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性， ゼ ラ チ
ナ ー ゼお よび コ ラ ゲナ
ー ゼ活性 を測定 した ．
V ． SD S一 ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー トゲ ル
Hibbs らの 方法
261に 従い ， ゼ ラ チ ン eO．5 m glmり を
含むポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル く10％ア ク リ ル ア ミ ドう
を作製した． O S T細胞調整培J也 S DS 処理後の 同培養
液， ヌ ー ドマ ウス 腹壁腫瘍結節の ホ モ ジネ ー ト， お よ
び腹水中の O S T細胞継代第 1 へ 3代細胞培養液 を そ
れぞれ非還 元状態 で 4
0
C で 電気泳動 した． ゲ ル を緩衝
液く50 m M Tris－ H Cl， pH 7．511JLM ZnCl2110m M
CaC12，
12．5％ Trito n X10．02％ NaN31 で 洗浄後37
0
C
で 反応し， ゼ ラ チ ン の 分解パ タ ー ン を調 べ た ． ゼ ラ チ
ンサ ブス ト レ ー トゲ ル で は， S DS 処 理 や電気泳動中に
活性化が生 じ るた め， 活性化処理 は不 必 要で あ っ た ．
上記材料の ゼラ チ ン 分解能 に 対し て阻害試験 を行 っ
た
．
すなわ ち， 試料を ゼラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲル に
電気 泳動後 上 記綬衝 液 で 洗 浄 し， 2m M phenyl－
m etha n e sulfo nyl flu o ride くP M S Fl， 1 5m M ethyl－
e ndia min e tetra a c etic a cidくE D T Al， 5 m M N－
ethylm aleimide くN－E Mlお よ び0．5 m M pepstatin A




S D S．IV 型コ ラ ー ゲ ンサ ブ ス ト レ
ー トゲ ル
IV 型コ ラ ー ゲ ン く新田ゼ ラ チ ン ， Cel m atrix Ty pe
IVう を0 ．5m gノmlの 濃度で 含む 10％ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ドゲ ル を作製 した ． ゼ ラチ ン サブ ス トレ ー トゲ ル と
同様の 方法で ． 試料 を 4
0
C で 電気泳動後 33
0
C で 反 応
させ汀 型 コ ラ ー ゲ ン の 分解 パ タ ー ン を調 べ た ． ま た，
ゼラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲル と同様の 方法 で 阻害試験
を行 っ た ．
Vl ． OS T細胞由来蛋 白 分 解酵 素 活 性 と イ ン ヒ ビ
タ ー の 部分精製
O S T細 胞 調 整 培 地 く200mり を 硫 安 沈殿 法
ほ5ィ 1 －60％飽和度ンで 7 mlに 濃縮 し， さ ら に 限外濾過装
置 くア ミ コ ン社， U．S．A ．1で 2ml に 濃縮 し た． こ の 試
料の 1．5 ml を緩衝液 く50m M Tris－ H Cl， pH 7．5J1
0－15 M NaCl10 m M CaCl210．05％ Brij3 510．02％
NaN31 で平 衡化し た Ultr ogel AcA 4 4 カラ ム く1 ．5X
l15c ml に か け， 培養液中の 蛋白質 を分子量 の 大き さ
によ り分離 した． 各 フ ラ ク シ ョ ン に つ い て コ ラ ゲナ ー
ゼ， ゼ ラ チ ナ ー ゼお よ び トラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活
性 を測定し た
．
さ ら に ， 同フ ラ ク シ ョ ン に つ き と 卜慢
性関節 リ ウ マ チ 滑 膜 細胞 由 来 m atrix m etallo －
protein as e3くM M P－3l2 21活性 に 対 す る 阻害活性 を検
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討し た． す な わ ち， 一 定量 の 活性型 M M P－3 く10〆り
と 各フ ラ ク シ ョ ン か らの 試料 く10〆り を 22
0
C で 30 分
間反応後 トラ ン ス フ ェ リ ン ア ッ セ イ を行 っ た ．
Vl封． M M P－3 とtiss u einhibito r of m etallo －
pr otein a s es くT IM Pl の W e ste r nblot 法に よ
る 検討
O S T細胞調整培地 を10％ポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲ ル
に S D SIP A G E後 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膿 に 転写 し， 抗
M M P－3抗体271く金沢大学医療技術短期大学郡， 岡田
保典博士 よ り供与1 及び抗 丁工M P抗体 細 く愛知学院大
学歯学部， 早川太郎教授よ り供与1 と反 応後， ア ピ ジ
ンービオ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ複合体 くA BCつ法に
よ り検討し た．
成 績
工 ． ヌ ー ド マ ウス 腹 腔 内 へ の O S T細胞移植
OST 細胞 はヌ ー ド マ ウ ス の 腹腔内で 著明 に 増殖 し，
移植後 4 過で は腹水貯留 に よ り腹部は著しく膨隆 を示
した． また ， 大網や牌周囲， 後腹膜， 腹壁 に 多数の 腫
瘍結節 を形成 した． 腹水浮遊細胞を細胞診で観察する
と， 大型異型 核を も つ O S T 膿瘍細胞の ほ か多数の 好
中球や リ ン パ 球， お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ様細胞 が認 め
Fig． 1． Ectopicbo n eindu c ed in the abdo min alw a1l
of a n athymic n ude m o u seby the O S Tc ells
くa rr o w sl． H－E stain ． X 130．
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られ た
． しか し， 腹水細胞 を培養す る と継代第 1 代以
降は 多角形 を示 す O S T 腫瘍細胞 の み か ら構成 され る
よう に な っ た
．
O S T腫瘍細胞 は多角形の 胞体 と大型異
型核を も ち し ば しば核分裂像 を示 し， 索状 な い し胞巣
状の 細胞集団 を形成 して 腹壁 筋層内 へ 浸潤性に 発育 し
て い た
． 腫瘍細胞 の 浸潤し た筋肉及 び 筋膜組織中に は
反応性 の軟骨及 び骨組織 の 形 成が しば し ば観察さ れ た
く図 － 1う． し か し， O S T腫瘍細胞自身に よ る 明 ら か な
頬骨や骨形成像 は認 め ら れ な か っ た
． 腹膜 で は OST
腫 瘍細胞 は腹腔面 へ 突出 した結節 を形 成し， 中皮細胞
は し ば し ば剥離消失 し て い た
．
さ ら に ， 腫瘍細胞は肝
被膜 か ら肝実質 へ の 浸 潤 をも示 した
． 腹膜 で 増殖した
O S T 腫瘍細胞 は腹膜の 門脈校内 へ 浸潤 し， 肝中心 静脈
内と肺動脈校内に 腫 瘍塞栓を形 成 して い た く図－2 j
．
ま た
． 大網や 後腹膜及 び縦隔内の リ ン パ 節中 に O ST
細胞の 転移巣が観察さ れ た く図－3 う．
Fig． 2． Tu m o r e mbolic o mpo sed ofthe O S Tcellsta ro w slin thebr a n che s 。f
a pulm o n a ry a rte ry of a nude m o u se． H －E stain ． X150．
Fig．3． Meta sta sis of the O S Tc ells くa rr o w sl to alym ph node in the
m edia stin u m of a n ude m ou s e． H －E stain． X 150．
ヒ ト骨肉腫 培養細胞 くO S T株1 由来蛋白分解酵素
I L 培養 O S T細胞由来蛋 白分 解酵素
1 ． コ ラ ゲナ
ー ゼ， ゼ ラ チ ナ ー ゼ， トラ ン ス フ ェ リ
ン分解酵素活性の ア ツ セ イ に よ る検出
O ST 細胞培養液中に は ， 未処理 状態 で コ ラ ゲ ナ ー
ゼ， ゼ ラチ ナ
ー ゼ， ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分 解酵素活性は
検出さ れな か っ た ． 種々 の 金属依存性蛋白分解酵素の
活性化に 用 い られ る． N H2 －Ph
－Hg－Ac の 存在下 で ア ッ
セイ を行 っ て も こ れ らの 酵素活性 は認 め ら れ な か っ
た． ま た， トリ プ シ ン， キモ トリ プ シ ン， プラ ス ミ ン ，
膵エ ラ ス タ ー ゼの 各セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ処理 に よる
活性化で も O S T細胞培養液中に 酵素活性 は み られ な
か っ た ．
S D S， 尿素， ヨ ウ化カ リ ウ ム ， チオ シ ア ン化ナ トリ ウ
A1 1 2 3 4 5 別 S DS － ＋
Fig．4． Vis u aliz ation of gelatinTdegr ading a ctivi－
ties o nSDS．gelatin s ubstr ate gelelectr opho r esi ．
仏J． Sa mplesfro m c ultu r e m ediu m ofthe OS T
C e11s く1a n eり， ho m oge n ate of ab do min al OS T
tu m o r n odulesく1a n e21， C ultu re m edia fro mthe
firsttla n e31， Se C O ndく1a n e41 a ndthird ge n e ratio n
Oa ne5lofpa ss age ofthe a scitic O ST cells w er e
r u n o n aS D S－gelatin substr ate gelく10％ total
a cryla mideJ Llnderthe u n r edu c ed c o nditio n s at
4
0
C． After ele ctropho r esi ， the gel w a s w a shed，
inc ubated in 5 0m M Tris－H Cl， pH 7．511FLM
ZnC12110 m M CaC1212．5％ Triton X10．02 ％NaN3
for 8h at 37
0
C and stain ed with Co o m a ssie
Brillia nt blu e R250
． くBl． OS Tc ultu r e m edia
tr e ated withく＋lo rwitho ut 仁1 0，1％ S D S fo r4h
at2 2
0
C w er e subje ctedto aS D S，gelatin s ubstrate
gelく10％ total a c rylami del． A fte rthe re m o v al
Of S DSbydialysis again st 5 0m M Tris－HCl，pH 7．
51O．1 5M NaCl110rnM CaC1211％ Trito nX10．02％
NaN3， gelatin olytic a ctivity w a s vis u alized
ac c o rd ingto the m ethod de sc ribed abo v e．
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ム 処理 に よ る活性化で は0．1％S D S で 3へ 4 時間処
理 した場合に の み トラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活性 が検
出さ れ た． しか し， コ ラ ゲ ナ ー ゼ とゼ ラチ ナ ー ゼ 分解
酵素活性 はみ ら れ なか っ た ． S DS 処理 に よ る活性化の
頻度は約 20％で ， そ の 活性化の 程度も 0．2へ 1．8単位ノ
ml と一 定し なか っ た ．
2 ． S DS－ ゼ ラチ ン サ ブス ト レ ー ト ゲル に よ る検討
O S T細胞培養液 を ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル に
非還 元状態 で電気泳動す ると ， 分子 量75，000の 部位 に
ゼ ラ チ ン 分解酵素活性 を 示 す バ ン ドが 認 め ら れ た
く図－4Al． 一 方， S D S処理 に よ り トラ ン ス フ ェ リ ン 分
解酵素活性 の 出現を認め た材料で は上記の バ ン ドの ほ
か ， 45，000の 位 置 に 低分 子 の バ ン ド も 観察 さ れ た
く図－4別 ． 両試料 に つ き， 各種 プ ロ ティ ナ ー ゼ に 対す
る阻害剤の 存在下 で ゲ ル を反応さ せ ると ， こ れ ら の ゼ
ラ チ ン 分解酵素活性 は E D T Aに よ っ て の み阻害さ れ
た く図－5 AI．
3 ． S D S－工V 型コ ラ ー ゲ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル に よ
る検討
Fig． 5． Inhibitio n studie s ofgelatin olytlC a Ctivitie s
in the O S Tc ultu re m ediu mtr e ated with SDSくAナ
a nd tho s ein c ultu re m ediu m ofthe ascitic O S T
c ells of the first－PaSSage ge n er atio nくBl． T he
s a mples w ere electropho r es ed o n S D S
－gelatin
substr ate gelsく10％ total a cryla midel u nde rt he
u n r edu c ed c o ndito n s at 4
0
C． T he gel w a s， the n
slic edinto strips of e a ch la n e， W a Shedin 5 0m M
Tris－ H Cl， pH 7．511JIM ZnC1211O m M CaC1212 ．5％
Trito n X10．02％ NaN3 and incubated with the
W a ShingbufferOa n ell， the buffe r c o ntaining 15
m M ethylendiamin etetra a c etic a cidく1a n e21， 2
rnM phe nylm etha n s ulfo nyl flu o ride くIa n e31， 5
m M N－ ethylm aleimide りa n e軋 Or O．5 m M
pepstatin A くIa n e51fo r8h at 37
0
C． T he strips
w er e stain ed with Co o m assie Bri11ia ntblu eR2
．50．
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O ST 細胞培養液 を汀 型 コ ラ ー ゲ ン サ ブ ス ト レ ー ト
ゲ ル 上 に電気泳動する と ， 分子 量 75
，
000の 部位 に工V 型
コ ラ ー ゲ ン 分解酵素活性を示 す バ ン ド が み られ， S DS
処理 した 同培養液で は分子 量 75，000 と45，000の バ ン
ドが 認め られ た く図 － 6AI． こ れ ら の工V 型コ ラ ー ゲ ン
分解活性 の 分子 量 はゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル の そ
れ に 一 致 した ． ま た， こ れ らの 活性 は E D T Aに よ っ て
完全 に 阻害 され た．
4 ． O S T細胞由来蛋白分解酵素活性 と イ ン ヒ ビ
タ ー の 部 分精製
OS T細胞培養液を Ultrogel AcA 44 カ ラム く1．5X
l15c mう に か け， 培養液中の 蛋白質 を分子 量 の 大きさ
に よ り分 離 した ク ロ マ ト グ ラム を図－7 Aに 示 す． コ
k Da
A
1 2 3 4
k Da
水
ラ ゲ ナ ー ゼ， ゼ ラチ ナ ー ゼ， トラ ン ス フ ェ リ ン分解酵
素活性 は， N H2－P h－Hg－ Ac 存在及 び非存在下 に お いて
全 く検出さ れ な か っ た が， S D S－ ゼ ラチ ン サ ブス トレ ー
ト ゲ ル 上 フ ラ ク シ ョ ン 47付近 に ピ ー ク を も つ ゼラチ
ン分解酵素活性が認められた く図－7 Bう． 一 方， ヒ ト慢性
関 節 リ ウ マ チ 滑 膜 細 胞 由来 m atrix metall。，
protein a s e3活性 に 対 す る 阻害活性 を検討 し た軌
図－7A の 如 く フ ラ ク シ ョ ン 62へ 80に 阻害活性が 認
め られ た
．
5 ． M M P－3 と T I M Pの W ester nblot法に よる検
討
ニ トロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 転写 され た O S T細胞培葦
液中 の 蛋 白 の う ち， 分 子 量 28
，
000の バ ン ド が抗
B
1 2 3 4 5
Fig． 6． Vis u aliz atio n ofty peIVc ollage n－degr ading a ctivities o n aS D S－ty pe
IVc ollagen substrate gel ele ctropho re si くAl a nd inhibitio n studie s ofthe
a ctivit esin c ulture m ediu m ofthe a s citic O S Tc ellsin the fir st－pa S S age
ge n e ratio nくBl．
仏Js a mple sfr o m cultu r e medium ofthe O S Tc ellsくIa n ell， ho mogenate of
abdomin al O S Ttu m o r n odulesく1ane2I， C ultu re m ediu m ofthefir stpa ss age－
ge nertio n of a s citic O S T－ C ells く1a n e3J and the O S Tc ultu r e m ediu m
a ctiv ated with S DSく1a n e4I w er e ru n o n aSDS－ty peIVc ollage n substr ate
gelく10％ totalacrylami deJu nderthe u n r edu ced c o ndition at4
O
C． Ty peIV
C Ollage n－degrading a ctivities w e revis u aliz ed bythein cubatio nfo r18hat
33
0
C a c c o rding to the method des c ribed in Fig． 4， くBICultu r e m ediu m of
the a scitic O S Tcells w a s ele ctrophore sed o n aS DS．ty peIVc ollagen
Substr ate gelく10％ totala c ryla mi deJunderthe u n r edu c ed c o ndito n s at 40C．
Ac c o rdingto the m ethod de s cribed in Fig． 5． ，the gelw a s slic ed into strips
Ofe a ch la n e， in cubated fo r18hat33
0
C with the buffe rく1a n elJ，thebuffe r
C O ntain ing 15 m M ethylendia min etetr a a c etic a cidく1a n e21， 2 mM phe nyト
m etha n s ulfo nyl flu o ride く1a ne31， 5 m M N－ethylm alei mi de くIa n e41， O rO．5
m M pepstatin Aく1a n e引 a nd fin ally stained with Co o m a ssie Bri11ia ntblu e
R 250．
ヒ ト骨肉腫 培養細胞 くO S T株J 由来蛋白分解酵素
T工MP抗体に よ っ て 認識 され た く図－8 う． し か し， 抗
MM P－3抗体に よ っ て 認識さ れ る蛋 白 バ ン ド は 検 出さ
れなか っ た ．
1II． ヌ ー ドマ ウス 移 植 O S T細胞由来蛋 白 分解酵素
ヌ ー ドマ ウ ス 腹壁 の 腰 瘍塊ホ モ ジネ ー ト と， 腹 水中
に浮遊し た O S T細胞の 継代第 1代細胞培養液を ゼ ラ
チ ンサ ブ ス ト レ


























Fig．7． Ultr ogel AcA44chr o m atogr aphy a nd S DS－
gelatin substr ate gel ele ctropho r esi of the
C Olu m nfractions． くAJCultu re m ediu m of O S T
C els く200mlJ w a s c o n c e ntr ated to 2mlby the
a m m o niu m s ulfate pr e cipitatio n く25へ 60％
Satu r atio nl a nd by a n A mic o nDiaflo ap pa r atu s
fitted with a Y M，1 0m e mbr a n e． The s a mple u ．
5mlJ w as the n ap plied to a nUltr ogel AcA44
C Olu m nLl．5X l 15cmJ equilibr ated with 5Om M
Tris． H Cl
， pH 7．510．15M NaCl110m M CaC12，10．
05％ Brij351O．02％ NaN3． T he c olu m n elu ate
Wa S m O nite r ed fo r the abs o rba n c e at 280n m
t． － … ・1 a nd inhibito ry a ctivity again st m atrix
m etaloproteina s e3t．l． No ell Zym atic a ctivities
W er edetectedin the ass ays u sing
1 4C． c ollagen，
1 4
C－gelatin a ndF3Hコc a rbo xym ethylatedtr a n sferrin
Substr ate s． tBJ T he s a mple s fr o m Ultr ogel
AcA44c olu m nfr a ctio n stfr a ctio n揮32へ 8 O， 25JLl
e a chJ w ere subjected to aS D S－gelatin substr ate
gelく10％ total a c ryla mideナ u nde rthe u n redu c ed
COtlditio n s． Gelatinolytic activity w a s visu alized
ac c ording to the m ethod de sc ribed in Fig． 4．
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レ ー トゲ ル に 電気泳動す ると ， 図－4A と図 － 6 Aに 示
す よ う に O S T細胞培養液 で み ら れ た 分子 量 75．000
の バ ン ド以 外に よ り 高分子 の 94 ．000の バ ン ドが 新 た
に 観察され た ． し か し分子量 94 ，000の ゼ ラチ ン 及 び工V
型 コ ラ ー ゲ ン 分解酵素活性 は継代 2代で は低下 し， 継
代3代で はほ と ん ど認 め られ な く な っ た く図－4AI．
図－5B と図－6 Bに 示 す よう に， こ れ らの工V型 コ ラ ー
ゲ ン と ゼラ チ ン を 分解す る酵素活性は E D T Aに よ っ
て の み 阻害さ れ， 他の 阻害剤 で は影 響をう け な か っ た ．
考 察
O S T細胞は と 卜骨肉腫よ り 分離，樹立 化され た細胞
株で ， 動物 に 異種移植す る と宿主動物の 線維性組織中
に骨誘導能 を有す る の み な ら ず， 腫 瘍性頬骨や骨形成
をき たす と報告さ れ てい る2 91． 本研究に お い ても ， ヌ ー
ドマ ウ ス腹壁中 に 浸潤 した O S T腫瘍細胞 は明ら か な
骨誘導能 をも つ こ と が確か め られ た． 骨肉腫に よる 骨
Fig，8． W este rn blotting． Co n c entr ated c ultu r e
m ediu m ofthe O S Tc els by a m m onium s ulfate
Pr e Cipitation く25 へ 60％ s atu r atio nl w as ele ctr o－
pho re s ed o n a12．5％ S D Sくr edu cingl gelくAl．
An othe r s a mple w a s ele ctr opho re sed a nd tra n s－
fe rr ed to nitro c ellulo s e m e mbr a n e， a nd tiss u e
inhibito r of m etallopr
．
otein a s es w a svi u alis ed
u sing a m o n o clo n al m o u se anti－TIMP IgG and a
biotin ated a nti－ m O u S eIgG a ntibodyfollo w ed by
a n a vidin－biotin－per O Xida s e c o mple x m ethodくBン．
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誘導能は腫瘍細胞の 骨芽細胞 へ の 分化度 を示 すと 考え
られ て い る こ と か ら3 01， 本腰瘍細胞 は少く と も骨芽細
胞 の 機能 の 一 部を 保持す る細胞株 で あ る と 考 えら れ
る
．
さら に ， 腹腔内に 播種 した O S T細胞は脈管内侵入
を きた し， 肺 動脈校内の 腫 瘍塞栓 と リ ン パ 節転移 を形
成す る こ とが本実験に お い て 示 され た． これ ら の 所見
は， O S T細胞 が骨肉腫細胞で あ る こ と を示 して い る ．
悪性腫瘍細胞が浸潤， 転移 を きた す ため に は， 腫瘍
細胞周囲の 細胞間 マ トリ ッ ク ス や血 管周囲基底膜の 分
解が必須で あり， これ ま で悪 性腫 瘍 に 由来す る種 々 の
酵 素が 報告され て い る
．
それ ら に はI へ 1II 塾コ ラ ー ゲ
ン を 分解 す る コ ラ ゲ ナ ー ゼ1 川 を は じめ 汀 型 コ ラ ー ゲ
ン分解酵素5ト 引， V型コ ラ ー ゲ ン 分解酵素 川 ， フ ィ プ ロ
ネク チ ン 分解酵素 川 ， プ ロ テ オ グ リカ ン 分解酵素1 2，， エ
ラ ス チ ン 分解酵素用 ， プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー
タ ー 1 8j工g勅 及び ヘ パ リ ン 分解酵素 叫 な どが 含 まれ ， い
ずれ も細胞間マ トリ ッ ク ス 構成成分の 分解能 をも つ 点
で共通 して い る
．
こ れ らの 酵素の ほと ん どは プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ で， シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ， セ リ ン プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ ， お よび金属依存性蛋 白分解酵素の い ずれ か に
属 して お り， 癌細胞由来の ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ ティ
ナ ー ゼ 粗 の 報告はき わ めて 少な く その 基質 に つ い て も
明 らか に さ れ てい ない ．
本研究 で は， 培養 OST 細胞 がI V型 コ ラ ー ゲ ン と ゼ
ラチ ン を分解す る酵素活性 を分泌 す る こ と が明 らか と
な っ た ． 汀塾 コ ラ ー ゲ ン とゼ ラ チ ン を用 い たサ ブス ト
レ ー トゲ ル 上その 酵素の 分子 量は い ずれ も 75，00 で
あり E D TA に よ り失活す る こ と か ら， 同 一 の 酵素が
IY型 コ ラ ー ゲ ン とゼ ラチ ン を分解す る と考 えら れ る．
各種阻害剤 の う ち E D T Aに よ っ て の み そ の 活 性が 阻
害さ れ る こ と は， こ の 酵素が 金属依存性蛋白分解酵素
に 属す る こ と を示 して い る． し か し， 本酵素活性は 1 4C－
コ ラ ー ゲ ン ， 1 4C－ ゼ ラチ ン， E3HコCm －T f を基質 と した
ア ッ セ イ で は全く検出され な か っ た
．
その理 由と して ，
本酵素に対す る阻害物質で あ るtiss u e in hibit。r 。f
m etalloproteina s esくTI M Pl33Iが 培養液中 に 共存 す
る可能性が第 一 に考 え られ る． 実際， O S T紳胞培養液
の ゲ ル 濾過分画分 に 金属依存性蛋白分解酵素で あ る
M M P－3 に 対 す る 阻害晴性 が み ら れ る こ と や ，
W e ste rn blot法 で 抗 TIMP 抗体 と 反 応 す る 分子 量
28，000 の蛋 白 が 検 出 さ れ る こ と は O S T細 胞 が
T IM P を培養液中に 分泌 して い る こ と を示 して い る
．
しか し， ゲ ル 濾過 に よ り TI M Pを除去 して も活性が検
出 で き ない こ と は他の可能性， す なわ ち活性化の 障害
を強く示 唆 して い る
． 種々 の 金属依存性蛋白分解酵素
の活性化に は， トリ プ シ ン な どの セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー
ゼ に よ る活性化 と N H2．Ph－Hg－Ac な どの 水銀化合物
水
に よ る自 己活性化 の 2 つ の 機序が 知 られ て い る3 4135一
本研究 で は， こ の 2 つ の 方法に よ っ て も 活性は 全く検
出さ れ ず， 酵素 を S D S処理 し た場合 に の み 不 完全な
が ら ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分 解活性が 検出さ れ たに すぎな
い
． S D Sに よ る本酵素 の 活性化機序は明ら かで はない
が ， お そら く 酵素蛋白に 付着 し た S D S が透析で 除去
され る 際に その コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 変化 を生 じ自己
活性化をき たす と想像さ れ る． ま た， サ ブス ト レ ー ト
ゲ ル に お い て確実 に 活性が 検出さ れ る の も ， 電気泳動
そ の も の や 試料を S DS を含む旗衝液と反 応 する こ と
に よ り自己活性化 をき た す ため と推定さ れ る
．
これま
で 悪 性黒 色腰 細胞 由来の コ ラゲナ ー ゼや線鮮肉鷹由来の
IV 型コ ラ ー ゲ ン 分 解酵素 に 関し て は， 腫 瘍細胞によ っ
て 分 泌 さ れ た プラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー が プラ
ス ミ ノ ー ゲ ン を活性化 し， さ ら に プラ ス ミ ン が これら
滞在型 の コ ラゲ ナ ー ゼ を活性化す る と い う 仮説が提唱
さ れ て い る7ほり
－ しか し， 本酵素は プ ラ ス ミ ン で は活性
化さ れ な い こ と か らそ の よう な カ ス ケ ー ド反応に よる
活性化 は考 え に く くin vivo に お ける OS T細胞由来
酵素 の晴性化機序 に つ い て は全く不 明 で あ る．
ヌ ー ド マ ウ ス 内 で増殖 した O S T細胞 の 腫瘍塊 ホモ
ジ ネ ー トと腹水中の腰癌細胞培養液に ， 高分子 の酵素
活性 く分子量 94，0佃 が 新た に 検出さ れ た こ と はきわ
めて 興 味深 い 所見で あ る． こ の 酵素も工V型 コ ラ ー ゲン
とゼ ラ チ ン を分解 す る金属依存性蛋白分解酵素で ある
こ と は その 分子量 と阻害剤に 対す る反 応か ら明らか で
あ る． Va e sら36Jは マ ク ロ フ ァ ー ジ由来 の 液性因子が
Le wis 肺癌細胞 を刺激 しIV 型コ ラ ー ゲ ン を分解する金
属依存性蛋白分解酵素を分泌さ せ る と報告し てい る ．
また ， V 2癌細胞株や 拘 悪 性黒色腫細胞3 8Iに よるカ テプ
シ ン B の 分泌 が 何 ら か の 液性因子 に よ っ て 調節され
る こ と が報告 され て い る
． 本 実験 に お い て も O S T細
胞 の浸潤， 増殖 し た腹膜や腹水中 に は好中球やマ ク ロ
フ ァ ー ジ及 び リ ン パ 球 な どの 著明な 炎症性細胞浸潤が
み ら れた
．
こ れ らの 細胞 か ら放出さ れ た種々 の 因子に
よ っ て O S T細胞が刺激 をう け， こ の 高分子 の工V型 コ
ラ ー ゲ ン 分解酵素の 合成が誘導され る こ と は可能なこ
と で あ る
．
ま た， 腹水中の O S T細胞 を継代 すると本酵
素の 分泌が み られ な く なる こ と は こ の 考え を支持して
い る
．
工V 型コ ラ ー ゲ ン を分解 す る金 属依存性蛋白分解酵素
と し て ， こ れ ま で 少く と も 4 種類 の 酵素が報告されて
い る
．
こ れ ら の う ち悪性黒 色腰細胞由来 で工V 型コ ラ ー
ゲ ン ， ゼ ラ チ ン 及 び 工塾 コ ラ ー ゲ ン を分解する 酵素39，
は分子 量 が 59
，
000 で あ るこ と や， 細胞外に 分泌さ れな
い こ と か ら， OS T細胞由来酵素と は異な る と考えられ
る ． M M P－32 21は str o melysin
4 0Iと も よ ばれ ， H －r a S癌遺
ヒ ト骨 肉腫 培養細胞 くO S T株さ 由来蛋白分解酵素
伝子に よ っ て形質転換 さ れ た線推芽細胞 や実験的マ ウ
ス扁平上 皮癌細胞 よ り分泌 さ れ る
一Itra nsin
，，
と い う 酵
素に 一 致す る
41J4 2－
．
し か し， O S T細胞由来酵素と は，
その 分子 量 と活性化機序が異る こ とや ， W este rnblot
法で抗 MM P－3抗体と 反応す る蛋 白が 培養液中に み ら
れな い こ と か ら両 者は 異 る酵素と考 え られ る． 一 方，
培養液中に 分泌 さ れ る OS T細胞由来酵素 く分 子 量
75
，
000ヨは， 工V 型コ ラ
ー ゲ ン と ゼ ラ チ ン を分解す る基
質特異性や分子量 が 類似 して い る こと か ら， 工V型 コ ラ
ゲナ ー ゼ 軋や ゼ ラ テ ナ ー ゼ
4 3 拍車 に き わ め て 似 て い る と
考え られ る． し か し， こ れ らの 酵素が N H2 －Ph－ Hg－Ac
やトリ プ シ ン で 活性化さ れ るの に 対 し， O S T細胞由来
酵素は全 く活性化さ れ な い こ と は 大き な相違点 で あ
る
．
こ れら の 酵素と O S T細胞由来酵素と の 異同に つ
い て は現在の と こ ろ不明で ， 将来 これ ら酵素に 対す る
抗体を用い た免疫学的交叉性や ア ミ ノ 酸配列の 決定に
より明らか に な る もの と 考え られ る．
癌細胞の 転移能と種々 の 酵素悟性 との 間に 正 の 相関
関係が ある こと が 多くの 研究者に よ っ て 指摘 され て い
る3 糊1 4卜 201． しか し，
一 方 で これ ら酵 素活性と転移能と
の間に 相関関係が な い と い う報告 仰 臥 乳 多種類の 酵
素活性との 関連 はあ る もの の 特別な酵素活性 と は相関
しない と い う 報告 も み られ る 頼 ． こ れ ら の 矛盾 し た
デ ー タ は， す で に 指摘 され て い る よ う に 4 7個 々 の 癌細
胞は生物学的に 著 し い 多様性 をも つ こ と に 基づ く と考
えられ る． ま た， こ の こと は癌細胞 の 転移機構 は個々
の癌細胞 に つ い て 検討 され ね ばな ら な い こ とを示 唆 し
て いる ． 骨肉腫 細胞の 転移機序 に 関 して は全く不 明 で ，
骨肉腰細胞由来の 酵素 に つ い て も ラ ッ ト骨肉腫細胞が
コラ ゲナ ー ゼ を分泌 す る とい う以 外に 報告 はみ ら れな
い
41ヰ8I
． 本研究で は， O S T骨肉腫 細胞が工V 型コ ラ ー ゲ ン
分解酵素を培養液中に 分泌す るだ け で な く， 腹壁 や腹
腔中に 浸潤， 増殖 した腫 瘍細胞が その 酵素 に 加 えて分
子量の 異 る1V 型コ ラ ー ゲ ン 分解酵素を分泌 する こ とが
明ら か と な っ た ． IV 型コ ラ ー ゲ ン は血 管基 底膜の 主要
構成成分 で あ る こ と か ら， こ れ らの 酵素は骨肉腫細胞
が血管内便入 を する 際に 重 要な役割を果た す可 能性が
ある と考え られ る． 今後 O S T細胞の 転移 と こ れ ら酵
素活性と の 相関やin viv oに お け る活性化機序 を解明
する ことが 重 要な課題 と考えら れ る．
結 論
ヒ ト骨肉腫由来培養細胞 くO S T株うを用 い て， 腫瘍
細胞と して の 性質と本腰癌細胞 が分泌 す る酵素惰性に
つ い て検討 し， 以下 の 結果を得た．
1 － ヌ ー ド マ ウ ス に 移植し た O S T細胞 は， 宿 主動
物に 骨誘導とリ ン パ 節転移及 び肺動脈校内腫瘍塞栓を
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形成 し， ヒ ト骨肉腫 細胞と して の 性質 を維持 して い る
こ とが実証さ れ た．
2 ． O S T細胞 はIV型 コ ラ ー ゲ ン と ゼ ラ チ ン を分解
する 分子 量 75，000の 金属依存性蛋白分解酵素 を培養
液中に 分 泌 す る の み な ら ず， 特 異抗体 と 反 応 す る
T工M P を分泌 す る こ とが 示 され た．
3 ． 本酵素は， トリ プ シ ン ， キ モ トリ プ シ ン ， プ ラ
ス ミ ン， 膵 エ ラ ス タ ー ゼの 各セ リン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ ，
N H2 －P h－Hg－ Ac， 尿素， チ オ シ ア ン化ナ ト リウ ム 及 び
ヨ ウ化 カ リ ウ ム で は活性化さ れ ない が， S D S処 理 に
よ っ て まれ に清性化さ れた ． S D Sに よ る活性化 に 伴 い
分子 量 45，000の 低分子酵素活性が サ ブ ス ト レ ー ト ゲ
ル 上 検出され た．
4 ． ヌ ー ドマ ウ ス 腹壁や腹水中で 増殖 し た O S T細
胞 は， 分子 量 75，00 の酵素に 加 えて分子 量 94 ，000を
示 す工V型 コ ラ ー ゲ ン と ゼ ラ チ ン を分解す る金属依存性
蛋白分解酵素 を分泌 した．
以上 の デ ー タよ り， O S T細胞 は骨肉腫細胞と して の
性質を有す る こ とが明 らか と な り， 腫 瘍の 局所浸潤や
転移形成 に 本腰瘍細胞 に 由来 する1V 型コ ラ ー ゲ ンと ゼ
ラチ ン を分解す る金属依存性 蛋白分解酵素が 重要 な役
割 を果たす と推定さ れ た．
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Key w ords こ O S te Oge nic sa r c o m ac ell， m eta Sta Sis， m etallopr otein a s e， tyPe N c ollage n
degradation
A bstra ct
In order to elu cidate m echanis m s of in va sion and m et a s ta sis in o ste o sarc om a， it w ould
be important to study e xtra c ellular m a trix
－degrading enzym esderived fr om o s teoge nic
sarc o m acells． In the prese nt sudy， the m etastatic ability of cultured hu m a n oste oge nic
sa rc o ma くOste oge nic Sa r c o ma Taka s eニ O S TI c e11s w as e x a min ed a nd prope rties of
pr oteinas e sprodu c ed by the sar com a c alls w e recha racte riz
ed． T he O ST c e11s indu c ed
ec t opic new bone for ma tion a nd de veloped m etast a s e sto lymph nodes and lu ngs くtu mor
e mboli in branches of pulm o n ary arteriesI whe n impla nted in to ab do minal cavities of
athymic n ude mice． It w a s re vealed by gelatin and type N collage n
－S ubstr ate gel
elec trophoresis that the OST cells secre te apr otein asewith m olecular w eightくM rl of 7 5，000
capable of degrading both gelatin a nd type W c ollage n to the c ulture m ediu m． T he
pr．o t ein as e a c tiviy w as inhibited by ethylendia mine tetra acetic acid， but－ nO t by
phe nylm etha n s ulfo nylflu oride， N － ethylm aleimide orpepstatin A， indic atingthatitbelo ngs
to a classof m etallopr otein ases． T he a ctivity w as， ho w ev er， n Ot detected in assays using
l －
c － C Ollage n，
1 －
c －gelatin o rt3H トc a rbo xym ethylated tr a n sfer rin s ubstr ate， e V en after the
re m o v al of tiss ueinhibitor of m etallopro teina s e s． T his suggests that the pr ot ein as eis
pres entin a late ntfor m ■ This en zym e wa s n ot a c tiva ted with serine pro teinas es in cluding
try psin ， a － Chym otry psln a nd plas min， n O r With p
－ a minophenylm ercu ric a c et a te， u re a，
s odiu m thiocya nat e or potassiu m iodide， but it w a sfo und to be a ctivated with s odium
dodecylsdlfate in limited cir c u m sta nce s． T he s a mple a ctiv ated with S D Ssho w ed a lower
m ole c ula r w eightfo r m with Mr of 4 5，00 0a s w ella s a Mr of 7 5，0 00en zy m e o ngelatin a nd
type N c o11age n substra tegels． T he type N co11agen and gelatin
－degrading a ctivities w ere
also fo und on the SDS－Substrate gelele ctropho r e si in ho mogena te s of O S Ttu m o r nodules
in voIving m ous e abdo minal w alls a nd c ultu r e m edia of the ascitic OST cells． T hese
res ulted fr o m m etallopro tein ases with Mr of 9 4，00 0and 7 5，00 0， the latte r of w hich is
thought to be the s am e as that detec ted in the c ultu r e m ediu m of the O S Tc ells
． T hese
data sug gest thatOST cells pos s ess chara c te ristics of oste ogenic serc om a c ells a nd that th
e
type N c ollage n a nd gelatin － degr ading m etallo pr otein a s espr odu c ed by the s ec ells c o uld b
e
inv oIved in the mecha nis m sfor invasion and m e t a st a sis of the oste osarc om a．
